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@) PROCEDE POUR ACCROITRE LA PRODUCTION DE CERTAINS POLYOLS PAR UNE SOUCHE 
OSrVIOTOLERANTE. 



§^ La presente invention a pour objet un precede pour 
accroTtre la production d'un potyol par une souche de levure 
osmotolerante, ledit polyol etant choisi dans le groupe cons- 
titue par le ribitol, I'arabitol et I'erythritol, en stimulant le flux 
carbone dans la voie metabolique oxydative du cycle des 
pentoses phosphates de ladite souche, caracterise par le 
fait: 

- que Ton amplifie I'activite enzymatique de la premiere 
enzyme de ladite voie metabolique, a savoir la glucose-6- 
phosphate deshydrogenase. 

- que I'on cultive la souche obtenue sur un milieu de fer- 
mentation contenant une source carbonee directement as- 
similable et 

- que Ton recupere le polyol ainsi prodult. 
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PROCEDE POUR ACCROITRE LA PRODUCTION DE CERTAINS POLYQLS 
PAR UNE SOUCHE OSMOTOLERANTE 

La presente invention a pour objet un procede per- 
mettant d'accroltre la production de certains polyols par 
une souche de levure osmotolerante cultivee sur un milieu 
contenant une source carbonee directertient assimilable. 

Elle a egalement pour objet une souche osmotole- 
rante dont la mise en culture sur un milieu contenant une 
source carbonee directement assimilable permet d'accroltre 
la production de polyols. 

Elle a en outre pour objet un fragment d'ADN qui 
correspond a une partie de la sequence du gene codant pour 
la glucose-6-phosphate deshydrogenase de Yamadazyma ohmeri 
{auparavant appelee Pichia ohmeri) . 

Dans le contexte de la presente invention, on en- 
tend par "source carbonee directement assimilable", une 
source carbonee qui, une fois assimilee par le micro- 
organisme, conduit a la production de polyols. Des exem- 
ples de telies sources carbonees sont le glucose, le D- 
galactose, le L-sorbose, le D-ribose, le D-xyiose, le D- 
arabinose, le L-arabinose, le D-ribulose, le D-xylulose, 
le saccharose, le glycerol, le D-sorbitol, le D-mannitol, 
le galactitol, le myo-inositol, I'ethanol, I'amidon, 
I'inuline, le D-gluconate, le lactate, le succinate, le 
citrate, le fructose, ainsi que leurs melanges. 

De preference, ces sources carbonees sont choisies 
dans le groupe comprenant le glucose, le D-galactose, le 
L-sorbose, le saccharose, le glycerol, 1' ami don et le 
fructose. 

La glucose-6-phosphate deshydrogenase (G6PDH) ca- 
talyse la premiere etape de la voie oxydative du cycle des 
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pentoses phosphates, Lors de cette reaction, le glucose-6- 
phosphate est oxyde en 6-phospho-glucono lactone avec re- 
duction concomitante du coenzyme Nicotinamide-Adenine- 
Dinucleotide-Phosphate (NADP) en NADPH, 

En effet, les pyridine-nucleotides, Nicotinamide- 
Adenine-Dinucleotide (NAD) et NADP, sont largement utili- 
ses comme coenzymes par les deshydrogenases . lis transpor- 
tent des ions hydrure (2 electrons et 1 H-r), Le NADP re- 
duit constitue 1' agent de reduction le plus important dans 
les biosyntheses . 

Les G6PDH existent aussi bien chez les microorga- 
nismes que chez les animaux et les plantes. Elles peuvent 
etre classees en trois groupes en fonction de leur speci- 
ficite pour les coenzymes de type NAD ou NADP. 

Ainsi, les enzymes du premier groupe reagissent 
exclusivement avec le NADP. On peut citer comme exemple la 
G6PDH Escherichia coli, Cependant, certaines enzymes ap- 
partenant au premier groupe reagissent faiblement avec le 
NAD. 

Le deuxieme groupe comprend les enzymes de 
I'espece animale. Ces enzymes sont NADP dependantes, mais 
elles presentent une activite nette, quoique faible, avec 
le NAD. 

Les enzymes appartenant au troisieme groupe n'ont 
pas de preference de specificite pour les cofacteurs, rea- 
gissant aussi bien en presence du NADP qu'en presence du 
NAD. A titre d' exemples on peut citer les G6PDH de Leuco- 
nostoc mesenteroldes et de Pseudomonas aeruginosa. 

Les genes codants pour les G6PDH de Leuconostoc 
mesenteroldes, Leuconostoc dextranicus et Bacillus ont ete 
isoles et sequences. Ces travaux font respectivement 
I'objet des brevets US 5 244 796, US 5 229 286 et FR 2 641 
285. 
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Les brevets cites ci-dessus decrivent I'isolement 
et le clonage des genes dans le but de mettre a disposi- 
tion un precede de preparation de la G6PDH. 

En effet, les applications de la G6PDH se trouvent 
dans le domaine du diagnostic, notamment pour le dosage de 
la creatine kinase en cas d' inf arctus du myocarde . II est 
done essential de disposer d'une enzyme stable thermique- 
ment et stable au cours du temps. Une telle enzyme a ete 
obtenue par la voie du genie genetique dans les brevets 
cites ci-dessus. 

La finalite" suivie dans le cadre de la presente 
invention est tout a fait differente. L' original ite de la 
presente invention reside dans le fait d'utiliser la sti- 
mulation de 1' expression de la G6PDH homologue d' une le- 
vure, enzyme du premier groupe precedemment decrit, pour 
amplifier les voies metaboliques oxydatives conduisant aux 
pentoses phosphates, permettant ainsi la production de 
certains polyols, en 1 'occurrence I'arabitol, I'erythritol 
et le ribitol. L ' augmentation du pouvoir reducteur en 
NADPH, concomitant a la stimulation de la G6PDH, sera mis 
a profit pour la reduction des precurseurs de I'arabitol 
et de 1 ' erythritol . 

Les polyols sont des sucres alcools. La plupart 
d'entre eux sont produits industrial lement car leurs do- 
maines d' applications sont extremement nombreux . 

lis sont utilises notamment pour la stabilisation 
des enzymes, en ameliorant leur thermostabilite et leur 
stabilite dans les solvants aqueux ou organiques, pour la 
conservation par lyophilisation ou la cryoprotection, et 
pour 1' encapsulation. 

Les polyols trouvent egalement des applications ■ 
dans le domaine agro-alimentaire compte tenu de leurs pro- 
prietes acariogenes et de leur moindre caloricite. 
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lis sont aussi utilises en cosmetologie ou " en 
pharmacie, notamment en ce qui concerne les soins cutanes, 
compte tenu de leur haut pouvoir emollient et de leurs 
proprietes inhibitrices de croissance, proprietes dues au 
5 fait qu' ils constituent des sources carbonees difficile- 
ment assimilables . 

Un certain nombre de micro-organismes, notamment 
des levures osmotolerantes, produisent naturellement des 
polyols. Ces derniers participent a I'equilibre osmotique, 
10 agissent en tant que composes carbones de reserve, et con- 
tribuent a I'equilibre red-ox des micro-organismes qui les 
produisent . 

Les levures osmotolerantes presentent ainsi ■ de 
nombreuses potential! tes industriel les . Sous certaines 

15 conditions elles peuvent produire de I'ethanol. Sn fonc- 
tion des pressions osmotiques qu'on leur impose, et en 
presence de sels, elles produisent du glycerol. En pre- 
sence d' une forte densite en sucres, tel que le glucose, 
elles produisent de 1' erythritol, du mannitol, ou de 

20 I'arabitol. 

Y. ohmeri est une levure osmotolerante (n"" de de- 
pot ATCC 20209, dans The American Type Culture Collec- 
tion) . Elle est done capable de se developper dans un en- 
vironnement ou la pression osmotique est elevee. En re- 

25 ponse a un choc osmotique, Y. ohmeri produit des polyols 
qui sont des osmolytes aptes a contrebalancer I'osmolarite 
du milieu externe. La nature et la quantite de polyols 
synthetises dependent, entre autres facteurs, des condi- 
tions de culture, Ainsi, sur un milieu contenant du glu- 

30 cose, y. ohmeri produit du D-arabitol . Ceci a ete demon- 
tre par les travaux de Onishi et al. (Advances in Food Re- 
search, 12, 53) . 
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Les voies metaboliques impliquees dans la produc- 
tion de I'arabitol chez Y. ohmeri sont semblables a celles 
de Zygosaccharomyces cerevisiae^ Z. melli et Z, rouxli. 
En 1968, Spencer a propose des schemas de voies metaboli- 
ques dans les Zygosaccharomyces (Prog. Ind. Microbiol., 7, 
1) . La Societe Demanderesse a realise un travail similaire 
en ce qui concerne les voies metaboliques oxydatives des 
pentoses phosphates dans Y. ohmeri^ le resultat etant 
schematise dans la Figure 1. 

Pour Spencer et egalement pour Onishi, ainsi que 
pour I'homme du metier considerant le schema des pentoses 
phosphates, la transcetolase , enzyme qui catalyse un cer- 
tain nortibre de rearrangements du squelette carbone des me- 
tabolites, etait consideree coinme 1' enzyme clef en ce qui 
concerne la production de polyols par des souches de le- 
vure . - 

Or, la Societe Demanderesse a reussi a mettre en 
evidence que, de fapon tout a fait surprenante et inatten- 
due, 1' amplification de la premiere enzyme de la voie oxy- 
dative du cycle des pentoses phosphates, a savoir la 
G6PDH, conduisait a une augmentation des rendements en po- 
lyols dans une levure osmotolerante . 

En effet, et contrairement a toute attente, les 
travaux effectues par la Societe Demanderesse ont montre 
que c'^est la G6PDH (et non pas la transcetolase) qui est 
1' enzyme clef, responsable de la biosynthese des polyols 
puisque c'est elle qui favorise le deplacement du flux 
carbone vers le cycle des pentoses phosphates au detriment 
de la glycolyse. 

L' amplification de cette enzyme favorise egalement 
un apport supplementaire de cofacteurs NADPH* pouvant etre 
mis en oeuvre pour la reduction du ribulose en arabitol et 
de I'erythrose en erythritol. 
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La presente invention concerne done un procede 
pour accroitre la production d' un polyol par une souche 
osmotolerante, ledit polyol etant choisi dans le groupe 
constitue par le ribitol, I'arabitol et 1 ' erythr itol / en 
5 stimulant le flux carbone dans la voie metabolique oxida- 
tive du cycle des pentoses phosphates dans ladite souche. 
Ce procede est caracterise par le fait que I'on amplifie 
I'activite enzymatique de la premiere enzyme de ladite 
voie metabolique, a savoir la glucose- 6-phosphate deshy- 

10 drogenase, que I'on cultive ladite souche sur un milieu de 
fermentation contenant une source carbonee directement as- 
similable, et que I'on recupere le polyol ainsi obtenu, 

Dans le contexte de la presente invention 
1' activite "amplifiee" de la G6PDH peut etre obtenue par 

15 des moyens divers. 

Selon un mode de realisation preferentiel de 
1' invention, I'activite de la G6PDH est amplifiee en inte- 
grant une ou plusieurs copies du gene codant pour la G6PDH 
dans la souche et/ou en remplagant le promoteur naturel de 

20 la G6PDH par un promoteur fort. On peut citer comme exem- 
ples le promoteur de la ribulose reductase NADPH- 
specifique, le promoteur de I'alcool deshydrogenase 
(ADCl), le promoteur du gene GALl, les promoteurs des ge- 
nes de la glycolyse (chez S. cerevlslae ou souches appa- 

25 rentees) , et le promoteur du gene de la phosphoglycerol 
kinase (PGK) . De preference, on utilise le promoteur de la 
ribulose -reductase NADPH-speci f ique . 

La souche osmotolerante peut etre choisie dans le 
groupe comprenant les souches de Y. ohmerl, Zygosaccharo- 

30 myces rouxiir Candida polymorpha et Torulopsis Candida , ou 
toute autre souche capable de produire des quantites si- 
gnificatives de D-arabitol a partir de glucose. De prefe- 
rence, cette souche est y. ohmeri. 
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Les conditions de culture preferees sont les sui- 
vantes : 

- temperature comprise entre environ 25 et environ 
40°C, de preference entre environ 30 et 38°C, 

- pH compris entre environ 3 et environ 1-, de pre- 
ference entre environ 5 et environ 6, et 

- teneur en source carbonee directement assimila- 
ble dans le milieu de fermentation comprise en- 
tre environ 100 et environ 600 g/1, de prefe- 
rence entre environ 150 et environ 400 g/1. 

Selon un mode preferentiel de realisation du pro- 
cede conforme a 1* invention, on ajoute une etape ou on el- 
mine ou reduit sensiblem.ent l^activite enzymatique de la 
ribulcse reductase NADPH specifique, favorisant ainsi la 
production du ribitol. 

De fagon avantageuse, on effectue cette etape en 
deletant le gene codant pour la ribulose reductase NADPH 
specifique. 

Selon un autre mode preferentiel de realisation du 
precede conforme a 1' invention, on ajoute une etape ou on 
elimine ou on reduit sensiblement les activites enzymati- 
ques des ribuloses reductases NADPH et NADH specifiques, 
favorisant ainsi la production de 1 ' erythritol . 

De fagon avantageuse, cette etape est effectuee en 
deletant les genes codants pour les ribuloses reductases 
NADFH et NADH specifiques. De preference, on ajoute egale- 
ment une etape ou on introduit une activity enzymatique du 
type erythrose reductase NADPH specifique dans la souche. 
De fagon avantageuse, on introduit un gene codant pour 
I'activite enzymatique du type erythrose reductase NADPH 
specifique dans la souche. 
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L' invention concerne egalement une souche osmoto- 
lerante dans laquelle 1' activite de la premiere enzyme de 
la voie oxydative du cycle des pentoses phosphates, c'est- 
a-dire la G6PDH, a ete amplifiee. 
5 L' invention concerne en outre une sequence d'ADN 

correspondant a une partie du gene codant pour la G6PDH de 
Y. ohmez-i . Cette sequence ADN, ainsi que la sequence 
d' acides amines deduite, est donnee sur la Figure 2. 

L' invention pourra etre mieux comprise a I'aide 
10 des exemples non-limitati f s decrits ci-dessous. 

EXEMPLE 1 : Isolement et clonage du gene codant pour la 
G6PDH de Yamadazyma ohmerx 

Des oligonucleotides amorces pour des reactions de 
polymerisation en chalnes {PGR) ont ete synthetisees a 
partir des regions conservees des sequences peptidiques de 
plusieurs G6PDH connues. 

Les couples d' amorces suivants (sequences degene- 
rees) ont ete utilises dans des reactions PGR selon la me- 
thode decrite dans Current Protocols In Molecular Biology 
(premiere edition^ 1987, Wiley Interscience) , sur les clo- 
nes plasmidiques d'une banque genomique de Y. ohmeri : 

25 GPD2 : 5' AG[A,G]TCGTTGTGCATCACGTC 3' 

GPD4 : 5' GAYCAYTAYYTKGGYAARGA 3' 
GPD5 : 5' GAWBACVACVCCVTCCCA 3' 

30 cycles ont ete realises sur un appareil de type 
30 Thermocycler Perkin Elmer 7200, . en suivant le profil de 
temperature ci-dessous : 

- denaturation pendant 30 secondes a 94 °C, 



15 
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- hybridation pendant 30 secondes a 50°C/ 

- polymerisation pendant une minute a 72 °C. 

Les fragments d'ADN amplifies ont ete ensuite ana- 
lyses par sequencage. La methode suivie etait celle des 
terminaisons de chaines de SANGER, decrite dans I'ouvrage 
precite. 

La sequence nucleotidique du fragment GPD42 (issu 
du couple d' amorces GPD2 et GPD4 ) , traduite en acides ami- 
nes et comparee a la sequence peptidique de la G6PDH de S. 
cerevlsiae a revele une homologie de 70% (Fig. 3) . Ce 
fragment d'ADN a done ete utilise comme sonde, afin 
d' isoler le gene complet de la G6PDH a partir d' un des 
clones plasmidiques de la banque d'ADN genomique de Y, oh- 
meri . 

Un vecteur plasmidique portant un insert de 6700 
paires de bases a ete isole par la technique du Southern 
Blot, en appliquant les protocoles decrits dans I'ouvrage 
precite . 

La localisation de la phase ouverte de lecture a 
permis de reduire cet insert a la taille de 3500 pb, grace 
aux sites de restriction EcoRI . Les conditions de diges- 
tion enzymatique etaient les suivantes : 37°C, pH 7,5 pen- 
dant 1 heure en tampon NaCl 50mM, Tris HCl lOOmM, MgCl2 
lOmM, Triton x 100 0,025%. Ce fragment de restriction a 
ensuite ete place dans un vecteur plasmidique replicatif 
propre a Y, ohmeri, ce vecteur renfermant une origine de 
replication propre homologue (Element ARS de Y. ohmeri) et 
le gene leu2 de Y. ohmeri. 

Le plasmide resultant, poGPD4 dont la carte de 
restriction est montree sur la Figure 4, a ensuite ete re- 
introduit par electroporation dans la souche hote auxotro- 



\ 
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phe pour la leucine (souche 
UV) . La souche transformee 



10 

YoLeu-, obtenue par mutagenese 
a ete nominee YoGPD. 



5 EXEMPLE 2 : Dosage des activites de la G6PDH dans la 
souche YoGPD 

La souche transformee, YoGPD, a ete mise en cul- 
ture sur un milieu contenant du glucose {150 g/1) , de 
I'extrait de levures (3 g/1) , KH2PO4 (2 g/1) et MgSO-, (1 
10 g/1) . 

Les productions ont ete realisees dans des erlen- 
itieyers et fermenteurs de 2 litres, a une temperature de 
37°C et a un pH initial de 5,7. 

Des cinetiques enzymatiques ont ete effectuees sur 
15 I'activite totale de G6PDH exprimee par la souche trans- 
formee, en comparaison avec celle exprimee par la souche 
hote auxotrophe pour la leucine (YoLeu-) . 

Le dosage des activites enzymatiques a ete realise 
par incubation des extraits bruts acellulaires en presence 
2(» de glucose-6-phosphate et du cofacteur NADP . La formation 
du cofacteur reduit (NADPH) a ete suivie en notant la va- 
riation- de I'absorbance a 340 nm, permettant ainsi de 
quantifier le niveau d' expression de la G6PDH. 

25 Le tableau suivant illustre les resultats de do- 

sage (exprimes en pmoles de cofacteur reduit f ormes/min/mg 
de proteines totales) . 
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Ce taux d' expression peut etre augmente en rempla- 
gant le promoteur propre du gene par des elements de regu- 
5 lation d' un autre promoteur de ievure connu comme ayant 
une meilleure efficacite dans cette levure bote. On peut 
citer comme exemple le promoteur de la Ribulose Reductase 
NADPH-specif ique de Y. ohmeri . 

10 

EXEMPLE 3 : Production d^arabitol par la mise en culture 
de la souche YoGPD 

Le milieu de culture retenu pour la production en 
erlenmeyers ou en fermenteurs est le meme que celui decrit 
15 dans 1' exemple 2. 
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De la meme facon que la souche hote, la souche 
transformee YoGPD produit exclusivement de I'arabitol a 
partir du glucose. Cependant, si la souche de depart pro- 
duit 55 g/1 d'arabitol (soit un rendement ponderal de 55 % 
sur le glucose consomme), la souche transformee produit, 
dans les memes conditions, 65 g/1 d'arabitol, soit un gain 
de rendement de 10 %. 

L' augmentation de I'activite specif ique de la 
G6PDH entre la souche hote et la souche transformee suffit 
done a devier les flux metaboliques (flux carbone et ap- 
port du pouvoir reducteur supplementaire) pour optimiser 
la capacite de Y. ohmeri a produire des polyols par voie 
fermentaire. 

Exemple 4 : Construction de la souche RR-GPD 

La Societe Demanderesse dispose d'une souche de Y. 
Ohmeri productrice de ribitol, souche obtenue par deletion 
chromosomique du gene de la ribulose reductase NADPH spe- 
cifique (tel que presente dans la demande de brevet fran- 
cais n° 97 04506) , Cette souche est egalement auxotrophe 
pour l^uracile. 

Le gene codant pour I'activite enzymatique G6PDH a 
ete preleve du vecteur poGPD4 grace aux sites Sall-Notl et 
reintroduit aux sites Sall-Notl du vecteur plig3 (carte de 
restriction fig. 5) renfermant une origine de replication 
propre homologue (element ARS de Y. Ohmeri) et le gene URA 
3 de Y. ohmeri. 

Le plasmide resultant poGPDS (carte de restriction 
fig. 6), a ensuite ete reintroduit par electroporation 
dans la souche RR-URA- (souche obtenue par deletion chro- 
mosomique du gene URA 3 homologue tel que precise dans la 
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demande de brevet precitee) . La souche transformee a ete 
nominee RR-GPD. 

Exemple 5 : Production de ribitol par la mise en culture 
de la souche RR-GPD . 

Le milieu de culture retenu pour la production 
dans des erlenmeyers et f ermenteurs de 2 litres contient 
du glucose a 200 g/1, de la liqueur de corn steep a 60 g/1 
et du MgS04 a 2 g/1. 

De la meme f agon que la souche hote, la souche 
transformee produit du ribitol a partir du glucose, avec 
un rendement de 30% en poids par rapport a la quantite de 
glucose consomme, Cependant, si la souche de depart pro- 
duit de I'ordre de 4% de ribulose en plus du ribitol, la 
souche transformee en produit 10%, soit un gain en rende- 
ment de 6% . 

En fin de fermentation, le mout a ete filtre, de- 
colore sur noir, demineralise, concentre a 40% de matiere 
seche puis hydrogene en presence de 5% de Nickel de Raney, 
a une pression de 50 bars et a une temperature de 100°C 
durant 3 heures . Le sirop hydrogene obtenu contenait 89% 
de ribitol et 10% d'arabitol. 

Par consequent, le rendement final en ribitol a 
augmente de 5% par rapport au rendement obtenu avec la 
souche non transformee, dans les memes conditions opera- 
toires . 
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REVEND I CAT IONS 

1. Precede pour accroitre la production d' un po- 
lyol par une souche de levure osmotolerante, ledit polyol 
etant choisi dans le groupe constitue par le ribitol, 
I'arabitol et 1' erythritol, en stimulant le flux carbone 
dans la voie metabolique oxydative du cycle des pentoses 
phosphates de ladite souche, caracterise par le fait : 

- que I'on amplifie I'activite enzymatique de la premiere 
enzyme de ladite vcie metabolique/ a savoir la glucose- 
6-phosphate deshydrogenase, 

- que I'on cultive la souche obtenue sur un milieu de fer- 
mentation contenant une source carbonee directement as- 
similable et 

- que I'on recupere le polyol ainsi produit. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise 
par le fait que I'on elimine ou que I'on reduit sensible- 
ment I'activite enzymatique de la ribulose reductase NADPH 
specif ique, favorisant ainsi la production du ribitol. 

3. Procede selon I'une ou 1' autre des revendica- 
tions 1 et 2, caracterise par le fait que I'on elimine ou 
que' I'on reduit sensiblement les activites enzymatiques 
des ribuloses reductases NADPH et NADH specifiques, favo- 
risant ainsi la production de 1 ' erythritol . 

4. Procede selon la revendications 3, caracterise 
par le fait que I'on introduit une activite enzymatique du 
type erythrose reductase NADPH specif ique* dans la souche. 

5. Souche osmotolerante, caracterisee par le fait 
que 1' activite enzymatique de la glucose- 6-phqsphate des- 
hydrogenase est amplifiee dans ladite souche. 

6. Souche osmotolerante selon la revendication 5, 
caracterisee par le fait qu'elle est choisie dans le 
groupe comprenant Yamadazyma ohmeri, Zygosaccharomyces 
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rouxiir Candida polymorpha ^ et Torulopsls Candida, et de 
preference parmi les souches de Yamadazyma ohmeri , 

1, Souche osmotolerante selon I'une ou 1 ' autre des 
revendications 5 et 6, caracterisee par le fait que I'ac- 
tivite enzymatique de la ribulose reductase NADPH specifi- 
que est eliminee cu sensiblement reduite. 

8. Souche osmotolerante selon I'une ou 1 * autre des 
revendications 5 et 6, caracterisee par le fait que les 
activites enzymatiques des ribuloses reductases NADPH et 
NADH specif iques sont eliminees ou sensiblement reduites . 

9. Souche osmotolerante selon la revendication 8, 
caracterisee par le fait qu'une activate enzymatique du 
type erythrose reductase a ete introduite dans la souche. 

10. Sequence d'ADN, correspondant a une partie du 
gene codant pour la glucose- 6-phosphate deshydrogenase de 
Yamadazyma ohmeri, telle que decrite sur la Figure 2, 
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FIG.4. 
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FIG.5. 
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FIG. 6. 
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